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Capitolo 1
Introduzione
1.1 L’importanza del ferro
Il ferro è un microelemento essenziale per tutte le cellule viventi, è il minerale
presente in maggiore quantità nel sangue, è fondamentale in molti processi
connessi al metabolismo energetico, permette inoltre l’attività di importanti
sistemi enzimatici. Nei tessuti viventi non si trova come ferro libero, eccetto
transitoriamente, mentre invece è sempre legato a proteine. Possono essere
distinti quattro compartimenti del ferro molto importanti per la valutazione
del profilo sideremico:
• Il più ampio compartimento (circa il 67% del totale) è rappresenta-
to dall’emoglobina, una proteina globulare formata da un tetramero
di catene proteiche, dette globina, in ciascuna delle quali è inserito
un gruppo prostetico, detto eme, formato da un anello tetrapirrolico
contenente all’interno un atomo di ferro in forma ridotta.
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• Il compartimento di deposito (circa il 27%) è costituito dalla ferritina.
La ferritina si trova virtualmente in tutte le cellule del corpo (prin-
cipalmente negli epatociti) e nei fluidi tissutali (è presente in minime
concentrazioni anche nel plasma). All’interno delle cellule è in grado
di depositare fino a 4500 atomi di ferro Fe3+ e di prenderli o cederli
a seconda delle esigenze. Nel sangue, invece, è presente in quantità
proporzionali al ferro depositato ed è misurabile attraverso un esame
specifico. Bassi livelli di ferritina (< 20 µg/L) nel sangue indicano
l’assenza di ferro nei depositi, condizione che precede lo sviluppo del-
l’anemia. Alti livelli di ferritina (> 200µg/L nella donna, > 300µg/L
nell’uomo) indicano la possibile esistenza di un sovraccarico di ferro.
• Il terzo compartimento in ordine di importanza (circa lo 3.5%) è co-
stituito dalla mioglobina, strutturalmente simile all’emoglobina. La
mioglobina è però presente in piccole quantità in tutte le cellule mu-
scolari scheletriche e cardiache dove può servire da riserva di ossigeno
in condizioni di anaerobiosi.
• Il compartimento di trasporto del ferro nel plasma è il più ridotto (cir-
ca lo 0.08%) ma è il più vitale in quanto viene sottoposto a turn-over
almeno 10 volte al giorno. E’ costituito dalla transferrina (Tf), una
glicoproteina con PM di circa 79000 Da, ha un’emivita di circa 8 gior-
ni, è sintetizzata dal fegato e trasporta uno o due atomi di ferro ferrico
(Fe3+). E’ la proteina che trasporta il ferro all’interno dell’organismo,
dai distretti in cui il ferro viene assorbito (intestino) a quelli che lo
utilizzano (in particolare il midollo osseo, dove vengono prodotti i glo-
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buli rossi) o agli organi di deposito (in particolare il fegato). In caso di
necessità il ferro viene ceduto dagli organi di deposito alla transferrina
che provvede al suo trasporto ai diversi tessuti. Su tutte le cellule è
presente un recettore della transferrina che ha la funzione di legare il
complesso ferro-transferrina, regolando l’ingresso di ferro nelle cellu-
le. Ogni molecola di transferrina può legare al massimo due atomi di
ferro. Normalmente circa un terzo dei siti di legame della transferrina
sono occupati dal ferro, ma ciò è soggetto ad ampie fluttuazioni per
differenti condizioni fisiologiche e patologiche. La misurazione della
saturazione della transferrina è un esame molto importante per sta-
bilire lo stato del ferro di un individuo. Infatti se inferiore al 18% è
indice di uno stato ferro-carenziale e se superiore al 50% è indice di
sovraccarico. Livelli molto bassi di transferrina si riscontrano in una
rara malattia ereditaria (ipotransferrinemia congenita) caratterizzata.
1.2 Metabolismo del ferro
L’organismo umano contiene circa 3-4 g di ferro sotto forma di ferro eme
Fe2+ (ione ferroso) e di ferro non-eme Fe3+ (ione ferrico). Il metabolismo
del ferro nell’uomo è un sistema che viene definito chiuso. Infatti ben poco
del ferro presente nell’organismo viene scambiato con il mondo esterno e la
gran parte di esso viene riciclato (Fig. 1.1).
Ogni giorno, però, l’uomo perde circa 1mg di ferro, cioè meno della
quattromillesima parte del ferro corporeo totale, con la desquamazione del-
le vecchie cellule che rivestono la pelle o l’intestino, ma anche tramite la
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Figura 1.1: Assorbimento e riciclo del ferro
defecazione, la minzione e il sudore. Nelle donne in età fertile le perdite
mestruali possono raddoppiare o anche triplicare la quota di ferro elimina-
to. Nelle persone sane il mantenimento dell’omeostasi, ossia l’equilibrio fra
introiti e perdite del ferro, viene mantenuto costante attraverso due processi:
1. Alimentazione e regolazione dell’assorbimento intestinale: So-
lo una piccola porzione del ferro viene assorbita e questa quantità varia
in modo significativo in funzione della composizione della dieta. Pos-
siamo distinguere due forme principali di ferro negli alimenti: il ferro
eme e il ferro non-eme.
• Il ferro eme costituisce circa il 40% dei cibi carnei. E’ altamente
assorbibile (dal 20% al 40% nei soggetti normali) e non è in-
fluenzato dalla composizione generale della dieta. Tuttavia, il
ferro eme costituisce una piccola porzione del ferro alimentare,
soprattutto nelle popolazioni economicamente più povere.
1.2 Metabolismo del ferro 5
• La maggior parte del ferro alimentare è invece costituito dal ferro
non-eme. Esso costituisce circa il 60% del ferro contenuto nella
carne ed il 100% del ferro contenuto nei cibi di origine vegeta-
le, nel latte e nei suoi derivati. Il ferro inorganico scorporato dal
gruppo eme, può trovarsi sotto forma di sale in due diverse forme
ioniche: Fe2+, ferroso o ferro bivalente, solubile o Fe3+, ferrico o
ferro trivalente, insolubile. Lo stato di ossidazione influenza l’as-
sorbimento del ferro libero, in particolare, affinché possa essere
assorbito dagli enterociti il ferro elementare deve trovarsi nella
forma bivalente (Fe2+). Il ferro sotto questa forma è influenza-
to dalla presenza, negli alimenti, di fattori favorenti o inibenti
l’assorbimento. In modo più specifico, l’assorbimento del ferro
contenuto nei cereali e nelle verdure è inferiore al 5%, ma può
aumentare fino al 10-20% in presenza di cibi carnei o di aci-
di organici (per es. l’acido citrico contenuto nel limone, l’acido
lattico nei crauti, l’acido ascorbico contenuto nei diversi frutti).
Dall’altra parte diverse sostanze contenute normalmente nei cibi
non carnei possono inibire ulteriormente l’assorbimento del ferro
non-eme (per es. i polifenoli e i tannini, contenuti in proporzioni
variabili nelle verdure). La proporzione del ferro assorbito può
ridursi ulteriormente con l’aumentare del contenuto di tali fattori
inibenti negli alimenti.
L’intestino tenue, soprattutto il duodeno, è la parte di intestino re-
sponsabile dei fenomeni di assorbimento ed escrezione del ferro. L’as-
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Figura 1.2: Schema dell’assorbimento del ferro a livello duodenale
sorbimento del ferro tramite la mucosa intestinale è il processo critico
per il controllo delle riserve organiche dell’elemento (Fig. 1.2).
A livello dell’orletto a spazzola degli enterociti, esiste una proteina,
denominata citocromo b duodenale (Dcytb), in grado di ridurre il fer-
ro trivalente a ferro bivalente, permettendone l’assorbimento. Nello
stato ferroso, il minerale viene quindi trasportato attraverso la mem-
brana apicale dell’enterocita sfruttando il trasportatore bivalente del
ferro (DMT1). Dopo essere entrato nella cellula enterica, il ferro può
attraversarne la barriera basolaterale e passare nel circolo sanguigno
dove viene ossidato a Fe3+ dalla proteina efestina, solo in questa forma
può legarsi alla transferrina. Anche il passaggio attraverso la membra-
na basolaterale implica la presenza di uno specifico trasportatore, la
ferroportina. In caso di eccesso di ferro, il Fe2+ entrato nell’enterocita
viene riossidato e legato alla proteina apoferritina, formando ferritina
che non passa in circolo.
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2. Attività dei macrofagi: La funzione principale dei macrofagi, nel-
l’ambito del metabolismo del ferro, è quella di spazzino dei globuli rossi
invecchiati. L’emoglobina che si libera con la distruzione dei globuli
rossi viene demolita nelle sue due componenti principali, la globina e
l’eme. Dall’eme viene liberato il ferro che viene temporaneamente de-
positato all’interno dei macrofagi e poi rilasciato alla transferrina, che
lo trasporterà nuovamente al midollo osseo. Qui il ferro viene utiliz-
zato per produrre nuova emoglobina da incorporare nei nuovi globuli
rossi. La restante parte dell’eme viene degradata a bilirubina e tra-
sportata al fegato che provvederà alla sua eliminazione attraverso la
bile.
Se l’omeostasi non viene mantenuta costante, o a causa di perdite ecces-
sive o perché la quantità di ferro assorbita è insufficiente, si sviluppa uno
stato di carenza di ferro che, con il tempo, porterà allo sviluppo dell’anemia.
Se, viceversa, la quantità di ferro che entra nell’organismo supera le neces-
sità, il ferro in eccesso lentamente si accumula nell’organismo e nel fegato,
in particolare, determinando lo sviluppo di un sovraccarico di ferro.
1.3 Omeostasi del ferro
Le proteine coinvolte nel processo di omeostasi del ferro sono l’ epcidina e
la transferrina.
1. Epcidina: E’ un piccolo ormone polipeptidico prodotto dal fegato,
scoperto recentemente (2001). Sembra essere il principale regolatore
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dell’equilibrio tra introito e perdite di ferro nell’organismo (Ganz T.
2003). La sua azione consiste nell’inibire la ferroportina, una proteina
transmembrana presente nei macrofagi e nella membrana basale degli
enterociti duodenali e che ha il ruolo di trasportare il ferro fuori dalla
cellula (Fig. 1.3). L’epcidina agisce legando la ferroportina che così
viene degradata all’interno della cellula e si blocca l’esportazione del
ferro. Inibendo la ferroportina, l’epcidina inibisce il rilascio di ferro
nel sangue da parte degli enterociti, riducendo quindi l’assorbimento
del ferro. Con l’inibizione della ferroportina macrofagica, invece, si
inibisce anche il rilascio in circolo del ferro già presente nell’organi-
smo. Negli stati di carenza di ferro, i livelli di epcidina sono bassi e
la ferroportina permette il passaggio del ferro dagli enterociti duode-
nali al sangue e il ricircolo di ferro nel plasma da parte dei macrofagi.
Quando, invece, si verifica un sovraccarico di ferro o un’infezione, il
fegato aumenta la produzione di epcidina che, a sua volta, diminui-
sce l’assorbimento a livello intestinale e viene diminuito il rilascio dai
macrofagi.
2. Transferrina: Quando la quantità di ferro assunto con l’alimenta-
zione o tramite farmaci ad elevata concentrazione di ferro supera la
capacità di immagazzinamento delle cellule, scatta un meccanismo che
impedisce l’ulteriore liberazione di ferro dal complesso transferrinico
ai tessuti. La transferrina normalmente satura per 1/3 della sua mo-
lecola, in queste condizioni diventa completamente satura e non può
più recepire ulteriori quote di ferro dalle cellule dell’epitelio intesti-
1.4 Dosaggio e tossicità 9
Figura 1.3: Effetti dell’epcidina sul metabolismo del ferro
nale. L’accumulo di depositi di ferritina nelle cellule della mucosa
intestinale si comporta da fattore limitante un successivo assorbimen-
to di ferro. Si ritiene che questo blocco dell’assorbimento del ferro da
parte di cellule della mucosa intestinale sia essenziale per evitare ec-
cesso di accumulo dell’elemento nell’individuo sano. Il meccanismo di
blocco mucosale può essere vanificato in caso di assunzione di elevata
quantità di ferro: un evento che può anche provocare intossicazione se
non interviene un secondo sistema di trasporto. La quantità di ferro
assorbita aumenta in condizioni di carenza di ferro evidentemente per
interruzione del blocco mucosale e per maggiore disponibilità dei siti
di legame delle riserve transferriniche.
1.4 Dosaggio e tossicità
Il ferro rappresenta un paradosso per le cellule viventi, dal momento che
è essenziale per moltissimi processi metabolici, ma possiede anche effet-
ti potenzialmente deleteri. Quindi l’organismo è impegnato da un lato a
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mantenere la concentrazione di ferro libero ai livelli più bassi possibili, ma
contemporaneamente a garantire il ferro necessario alla sintesi delle emo-
proteine e delle altre molecole contenenti ferro. Questo è possibile grazie
alla presenza di meccanismi sofisticati che regolano l’omeostasi del ferro a
diversi livelli. Due sono le proteine fondamentali che agiscono in sequenza
per rendere il ferro disponibile per il metabolismo cellulare: la transferrina
e la ferritina. Quando il ferro è legato a queste proteine o ad altre impor-
tanti proteine di trasporto e accumulo, non può partecipare alle reazioni
ossidative e perciò non può causare danni cellulari. Il ferro in eccesso ha un
ruolo lesivo diretto sulle cellule dei diversi organi e tessuti provocandone la
sofferenza e la morte, a cui segue perdita di funzione dell’organo interessato.
Così si può giungere alla distruzione delle cellule epatiche (sideronecrosi) ed
al lento sviluppo della cirrosi e/o altre patologie.
Il meccanismo che sembra essere alla base del danno cellulare ferro di-
pendente è la cosiddetta lipoperossidazione delle membrane che rivestono
le cellule e gli organelli (Fig.1.4). Le membrane cellulari sono delle barrie-
re assai raffinate, costituite da proteine e lipidi che separano le cellule e i
diversi organelli in esse contenute dall’ambiente circostante, permettendo il
costituirsi di ambienti adeguati per il loro funzionamento. Questa barrie-
ra rappresenta un filtro che permette il passaggio degli elementi necessari
per la vita cellulare, mentre le strutture recettoriali presenti sulla superfi-
cie permettono la captazione e quindi il trasporto di componenti anch’essi
essenziali all’interno della cellula. Il ferro, ad esempio, attraversa le mem-
brane grazie ad una interazione specifica fra il complesso ferro-transferrina
(complesso che circola nel sangue) e il suo specifico recettore (recettore della
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Figura 1.4: Lipoperossidazione della membrana
transferrina) posto sulla membrana cellulare.
Il processo di lipoperossidazione è un fenomeno di invecchiamento natu-
rale dei fosfolipidi di membrana e può essere accelerato da diversi fattori che
anticipano così l’invecchiamnento e la morte cellulare. La perossidazione è
innescata dall’azione di radicali liberi (agenti ossidanti) che rappresentano
i prodotti di scarto dell’attività metabolica cellulare.
Il ferro, insieme ad altri elementi come ad esempio il rame, ha un ruolo
importante nella produzione di questi agenti pro-ossidanti, basti ricordare
la reazione di Fenton. La lipoperossidazione conduce al disfacimento della
componente fosfolipidica aumentando la fragilità delle membrane. Questo
processo può avvenire a carico di organelli di fondamentale importanza come
i lisosomi e i mitocondri.
I lisosomi sono organelli subcellulari che contengono enzimi digestivi
essenziali per la distruzione di batteri o altri microrganismi che attaccano
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la cellula, ma anche per separare alcuni elementi (come il ferro) da strutture
più complesse che entrano nella cellula attraverso recettori di superficie (per
esempio il complesso Fe3+-transferrina). Normalmente questi enzimi sono
racchiusi all’interno di una membrana che impedisce loro di espandersi nella
cellula dove svolgerebbero la loro azione digestiva in modo incontrollato e
dannoso. Nel sovraccarico di ferro, l’aumento della fragilità della membrana
lisosomiale, conseguente appunto all’attività lipoperossidativa favorita dal
ferro in eccesso, provoca la liberazione degli enzimi digestivi all’interno della
cellula con le relative conseguenze che accelerano la morte cellulare.
I mitocondri, invece, sono altri organelli sub-cellulari che svolgono la fun-
zione di respirazione all’interno della cellula, cioè quel processo che prevede
l’utilizzo dell’ossigeno per produrre l’energia necessaria alla normale attivi-
tà cellulare. E’ chiaramente comprensibile come il danno a carico di una
tale struttura possa diventare pregiudizievole per il normale funzionamento
e per la vita della cellula.
E’ evidente come l’azione perossidativa sia tanto maggiore in quelle
cellule dove minore è la capacità di difesa dallo stress ossidativo, azione
normalmente esercitata dalle sostanze cosiddette antiossidanti.
1.5 Carenza di ferro e suoi effetti
La sideropenia è determinata da una diminuzione della concentrazione di
ferro plasmatico, senza o con scarse evidenze di alterazioni ematologiche.
L’anemia sideropenica si manifesta quando la disponibilità di ferro nel-
l’organismo è insufficiente per un’adeguata sintesi di emoglobina, la sua
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caratteristica è perciò la diminuzione del contenuto corpuscolare medio di
emoglobina (MCH) che si accompagna ad una riduzione del volume medio
dei globuli rossi (microcitosi). L’ Organizzazione Mondiale della Sanità ha
stabilto come concetto di anemia sideropenica, un valore di emoglobina in-
feriore a 14 g/dl nell’uomo, a 12 g/dl nella donna e a 11 g/dl nella donna in
stato di gravidanza. Il valore della sideremia in condizioni di normalità è di
60-140µg/dl.
Una diminuzione della produzione di emoglobina può verificarsi nelle
cellule del midollo osseo progenitrici dei globuli rossi circolanti, a causa di
un aumentato fabbisogno (accrescimento, allattamento, gravidanza, invec-
chiamento) oppure di stati patologici (carenze di vitamina B12, di ferro, di
acido folico, tumori). L’anemia può essere conseguenza anche di una mag-
giore "fragilità" dei globuli rossi che li rende più velocemente eliminabili
da parte dell’organismo (anemia emolitica), per cause genetiche o per at-
tivazione anomala del sistema immunitario. Infine può esserci un aumento
della perdita di globuli rossi causato da un’emorragia acuta o cronica. In
questi casi la perdita di ferro induce una riduzione dei depositi di questo
minerale, essenziale per la sintesi dell’emoglobina. I sintomi dell’anemia,
oltre al pallore, sono:
• debolezza
• irritabilità e difficoltà a concentrarsi
• piedi e/o mani spesso fredde, e/o formicolio
• capogiri e ronzii alle orecchie
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• accelerazione del battito cardiaco a seguito di leggeri sforzi (nei casi
gravi)
• respiro affanoso a seguito di leggeri sforzi (nei casi gravi)
a volte, possono anche comparire dei soffi cardiaci detti anche soffi anemici.
La carenza di ferro è uno dei più diffusi disordini nutrizionali. Si stima
che nel mondo due miliardi di persone soffrono di anemia. Il trattamento
iniziale consiste nella somministrazione per via orale di integratori, che si
differenziano nella composizione e nella concentrazione del preparato. Que-
sti possono essere prescritti come profilassi in alcuni casi particolari come
le donne in stato di gravidanza, pazienti sottoposti a emodialisi o neonati a
basso peso alla nascita (Zariwala et al. 2013). Anche le persone che seguono
una dieta vegana o vegetariana possono incorrere in situazioni di carenza di
ferro; così come gli sportivi che praticano attività fisica intensa per effetto
della quale si può verificare una riduzione della concentrazione di tale mi-
nerale rispetto a coloro che svolgono una vita sedentaria, poichè il maggior
apporto di ossigeno rischia di depauperare l’emoglobina e la mioglobina del
loro contenuto di ferro.
Capitolo 2
Parte sperimentale
2.1 Introduzione
Il monostrato di cellule Caco-2 è considerato un modello utile per lo stu-
dio dell’uptake del ferro da parte delle cellule intestinali umane (Alvarez-
Hernandez et al. 1991, Han et al.1994 and 1995). Per questo è stato messo
a punto un protocollo sperimentale che coniuga le tecniche di simulazione
della digestione gastrointestinale con la fase di uptake da parte delle cellule
Caco-2. La simulazione del transito gastrointestinale deve tener conto del
passaggio della formulazione attraverso lo stomaco e quindi dovrà essere si-
mulata la digestione peptica seguita dalla digestione intestinale (Raymond
P. Glahn et al. “The Journal of nutrition”, 1998). Tale protocollo si rivela
molto utile e predittivo del comportamento in vivo anche perché tiene conto
della fase di dissoluzione del Fe3+ nel gastrointestino e della successiva fase
di permeazione attraverso l’epitelio. Infatti non è detto che questa seconda
fase sia più lenta della prima e quindi sia quella rate-determining, infatti
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è noto che a pH superiori a 3 lo ione Fe3+ tende a formare Fe(OH)3 che
ha una solubilità in acqua praticamente nulla. Infatti la biodisponibilità
del Fe3+ è molto bassa proprio per la sua bassa solubilità al pH fisiologico
dell’intestino. Per questo motivo l’organismo ha sviluppato un efficiente si-
stema di trasporto (Srai S. K. S. et al. “Best Practice & Research Clinical
Haematology”, 2002). La prima barriera che il ferro incontra è la membrana
apicale dell’enterocita duodenale, che è una cellula assorbente specializza-
ta dell’epitelio intestinale e che è coinvolta nel trasporto del ferro. Il ferro
viene inizialmente solubilizzato per riduzione a Fe2+ che viene trasporta-
to all’interno della cellula da un processo di trasporto mediato da carrier.
Il ferro può rimanere immagazzinato nell’enterocita e cioè legato alla fer-
ritina, oppure può attraversare la membrana basolaterale e raggiungere la
circolazione sistemica.
In via del tutto ipotetica un altro modo di trasportare il Fe3+ attraverso
le cellule dell’epitelio intestinale potrebbe avvenire tramite l’incapsulamen-
to del ferro in nano o microparticelle (Fig. 1.2). Tali particelle possono
raggiungere direttamente la circolazione sistemica per via paracellulare se
le loro dimensioni sono inferiori a 50 nm e se la permeabilità delle giunzio-
ni strette, tipiche dell’epitelio intestinale, è aumentata per interazione con
chitosano o acidi poliacrilici (via I, nella figura). Altrimenti, particelle di
queste dimensioni possono attraversare la membrana apicale degli enteroci-
ti per diffusione (via II). Per particelle di dimensioni inferiori a 500 nm si
ipotizza un meccanismo di endocitosi (via III). Nel caso in cui le particelle
siano complessate con specifici ligandi, il passaggio attraverso la membra-
na avverrà per endocitosi mediata da recettore (via IV). Ultimo meccani-
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smo ipotizzato, ma non meno importante, è per assorbimento linfatico per
particelle di dimensioni inferiori a 3µm (via V).
Per questo sarebbe molto importante il ruolo della formulazione farma-
ceutica, che dovrebbe essere in grado di veicolare lo ione ferrico diretta-
mente nell’intestino e promuoverne il suo assorbimento. Per questo sarebbe
opportuno mettere a punto una forma farmaceutica in grado di trasportare
il Fe3+ attraverso l’epitelio intestinale senza rilasciarlo fino a che il carrier
non raggiunga il sangue, cioè il sito di azione.
Uno studio completo della biodisponibilità di ferro non potrà prescinde-
re dallo studio del rilascio di Fe3+ dalle formulazioni farmaceutiche, infatti
per le ragioni anzidette il Fe3+ rilasciato nell’intestino potrebbe, una volta
precipitato sotto forma di Fe(OH)3, non essere disponibile per l’assorbimen-
to.
2.2 Materiali e Metodi
2.2.1 Materiali
I campioni testati sono stati forniti da Pharmanutra e sono riportati nella
tabella sottostante.
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Campione Tipo Ferro Fornitore
1 Fe solfato G. Faravelli
2 Fe pirofosfato Micronized d<10 micr ShanPar
3 Fe pirofosfato ULTRAMicronized
d<5 micr
ShanPar
4 Lipofer polvere LipoTec
5 Biofer liquido FeSO sf (cod. 110) Pharma Genetix / Lipotech
6 Biofer polvere FeSO sf (cod. 118) Pharma Genetix / Lipotech
7 Biofer polvere Fe Piro sf (cod. 733) Pharma Genetix / Lipotech
8 Ultrafer ABS LecySpray 50 ABS food
9 Sideral R.M. Micronized ALESCO
10 Sideral R.M. ULTRAMicronized ALESCO
11 Taurina + Sideral R.M. 50:50 ALESCO
12 Taurina + Sideral R.M. (formula AL)
ULTRAMicro 50:50
ALESCO
13 SIDERAL R.M. Fe 24%
ULTRAMICRO 50:50 Sucrastere
ALESCO
14 SIDERAL R.M. NEW ALESCO
15 SIDERAL R.M. NEW VU ALESCO
16 SUNACTIVE FE TAIYO
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2.2.2 Determinazione in vitro dell’uptake di ferro da
parte di monostrati di cellule Caco-2
Per determinare l’uptake di Fe3+ da parte di monostrati di cellule Caco-2 è
stato utilizzato un metodo già riportato in letteratura (Raymond P. Glahn
et al. "The Journal of nutriton",1998) (Fig. 2.1). Ciascun campione da
testare ha un contenuto differente di ferro, per cui per poter fare confronti
omogenei è stata utilizzata, in ciascun esperimento, la quantità di prodotto
che contenesse una dose equivalente a 110µg oppure a 200µg di ferro.
Per simulare la digestione gastrica 0.2 g di pepsina sono stati solubilizzati
in 5ml di una soluzione acquosa di HCl 0.1M. A questi si sono aggiunti
2.5 g di resina Chelex-100 e quindi sottoposti ad agitazione per 30 min.
La sospensione è stata poi trasferita in colonna ed una volta raccolto
l’eluato sono stati aggiunti in colonna altri 5ml di HCl 0.1M. Il volume
finale dell’eluato è di 8ml. Una quantità di campione predeterminata è
stata posta in contenitore con tappo a vite, poi sono stati aggiunti 10ml di
una soluzione acquosa contenente NaCl 140mM e KCl 5mM, la sospensione
è stata portata a pH=2 con HCl 5M e aggiunti 0.5ml della soluzione di
pepsina. La sospensione è stata poi degasata con carboxicarb in modo da
creare le condizioni anaerobiche presenti nel tratto gastrointestinale, infine
il contenitore ben chiuso è stato messo in bagno scuotitore a 37°C per 60
min.
Per simulare la digestione intestinale 0.05 g di pancreatina e 0.3 g di
estratti di bile sono stati sciolti in 25ml di una soluzione acquosa di NaHCO3
0.1M. A questa sono stati aggiunti 12.5 g di resina Chelex-100 e messi in
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Figura 2.1: Fasi del protocollo sperimentale in vitro
agitazione per 30 min. La sospensione è stata poi trasferita in colonna
ed una volta raccolto l’eluato sono stati aggiunti in colonna altri 10ml di
NaHCO3 0.1M. Il volume finale dell’eluato è di 27ml.
Il campione prelevato dal bagno scuotitore è stato portato a pH=6 con
NaHCO3 1M, sono stati aggiunti 2.5ml della soluzione di pancreatina e
estratti di bile e portato a pH=7 con NaOH 1M. Il volume è stato dunque
portato a 15ml con una soluzione di NaCl 120mM e KCl 5mM, si è degasato
con carboxicarb in modo da creare le condizioni anaerobiche presenti nel
tratto gastrointestinale e il campione è stato messo in bagno scuotitore a
37°C per 2 ore. A questo punto la sospensione era pronta per poter essere
messa in incubazione con i monostrati di cellule Caco-2 (Sigma-Aldrich105).
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Linea cellulare Caco-2
Le cellule Caco-2 sono state isolate per la prima volta da un soggetto ma-
schio, di razza caucasica, di 72 anni affetto da adenocarcinoma colon-rettale.
La tecnica utilizzata è stata quella dell’espianto.
Le cellule, che vengono fatte crescere su specifici supporti porosi, si pola-
rizzano e differenziano formando un epitelio continuo (monostrato) (Pinto
et al. 1983) con giunzioni strette funzionali e microvilli a livello apicale
(orletto a spazzola). Il monostrato cellulare fornisce una barriera fisica e
biochimica al passaggio di ioni e piccole molecole. Il monostrato separa il
modello in due comparti ben distinti: uno apicale, corrispondente al lu-
me intestinale in vivo e uno basolaterale che corrisponde al comparto della
circolazione sanguigna e linfatica dell’organismo. Inoltre le cellule espri-
mono alcuni recettori ed enzimi metabolici che sono normalmente associati
all’orletto a spazzola degli enterociti, così come trasportatori e proteine del-
l’eﬄusso. Per questo motivo il modello di assorbimento con le Caco-2 può
fornire informazioni circa le due principali vie di assorbimento intestinale in
vivo delle sostanze somministrate oralmente: la diffusione passiva attraverso
la via paracellulare/transcellulare e il trasporto attivo mediato da carrier.
Con il modello delle Caco-2 si sono trovati valori di permeabilità che corre-
lano bene con i dati umani di assorbimento in vivo per farmaci e sostanze
chimiche.
Le cellule Caco-2 sono state seminate ad una densità di 105 cellule/cm2
e mantenute in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ad alto con-
tenuto di glucosio (4.5 g/L), con aggiunta di L-glutammina e piruvato, 1%
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di amminoacidi non essenziali, 1% di penicillina (50UI/ml) e streptomicina
(50 µg/ml) e 10% di siero fetale bovino (FBS), e mantenute a 37°C con 5%
di CO2 e 95% di aria atmosferica in ambiente umidificato. Il cambio mez-
zo è stato effettuato ogni 2 giorni. Le cellule sono state utilizzate per gli
esperimenti dopo 14 giorni dalla semina.
Il giorno dell’esperimento il mezzo di coltura è stato rimosso da ogni
pozzetto, le cellule sono state lavate con PBS (tampone fosfato salino) ed
è stato aggiunto 1ml di MEM (Minimum Essential Medium) arricchito con
l’ 1% di amminoacidi non essenziali e l’1% di penicillina/streptomcina. In
ogni pozzetto è stata posta una transwell (con pori da 0.8µm) per creare due
compartimenti, in quello superiore è stato caricato 1ml (capacità massima
dell’inserto) dei 15ml del materiale digerito, precedentemente sterilizzato
con filtri da 0.2 µm. La piastra con due compartimenti per pozzetto (came-
ra inferiore con tappeto di cellule Caco-2 nel terreno di coltura e camera
superiore con il digerito) è stata posta per 2 ore in incubatore. Al termine
di questo periodo la transwell è stata rimossa. Nella soluzione della camera
inferiore è stato aggiunto 1ml di MEM a 37°C arricchito con 1% di ammi-
noacidi non essenziali e 1% di penicillina/steptomicina e la piastra è stata
nuovamente incubata per 22 ore.
In linea con il lavoro di Glahn et al. (1998), è stato caricato nella camera
superiore della transwell un volume di digerito contenente una quantità
assoluta di ferro, pari a 110µg oppure 200µg.
Dopo 24 ore dall’inizio del periodo di digestione, da ogni pozzetto è
stato aspirato il mezzo di coltura e le cellule lavate due volte con Rinse
solution (NaCl 140mM, KCl 5mM, PIPES (piperazina-N,N’-bis-[acido 2-
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etansolfonico]) 10mM, pH=6.7), esposte per 10 min alla Removal solution
(80% Rinse solution, Na2S2O4 5mM, BPDS (batofenantrolina acido disolfo-
nico) 1mM). Trascorso questo tempo, la Removal solution è stata aspirata
e le cellule sono state lavate nuovamente con Rinse solution e staccate con
PBS freddo. La sospensione cellulare è stata sonicata 4 volte per 5 secondi, i
campioni sono stati centrifugati a 1500 g per 10 minuti a 4°C e il surnatante
(lisato proteico) ottenuto è stato quantificato secondo il metodo Bradford.
La ferritina contenuta nei lisati proteici è stata quantificata utilizzando un
kit ELISA per la ferritina (USCN Life Science,USA), come da manuale. I
valori di ferritina sono stati rapportati ai mg di lisato proteico totale.
I dati sono stati graficati con il software GraphPad Prism e analizzati
mediante ANOVA e test di Bonferroni per confronti multipli. Nel grafico
sottostante sono riportati per ciascun campione testato il rapporto tra la
quantità di ferritina in ng e la quantità di proteine totali in mg. Come bianco
è stata scelta una matrice non contenente ferro. Per ciascun campione sono
state effettuate almeno tre ripetizioni.
Studio del rilascio di Fe3+ dalle formulazioni
L’apparecchiatura utilizzata per la determinazione della cinetica di rilascio
di Fe3+ dalle matrici si compone di un termostato a circolazione esterna, re-
golato ad una temperatura di 37°C, ed un becher (diametro interno 95mm,
altezza 100mm) munito di camicia per la termostatazione, posto su di un
elevatore, di un motore sincrono a 120 giri/min, che aziona un agitatore
a palette (lunghezza 49mm, altezza 15mm), in cui sono stati introdotti
500mg della formulazione da testare. Al tempo t=0, l’agitatore è stato im-
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merso nella fase ricevente (100ml), contenuta nel becher e pretermostatata
a 37°C. L’apparecchiatura descritta consente un controllo dell’idrodinamica
intorno alla matrice. Ad intervalli di tempo di 30 min è stato prelevato un
volume misurato (1ml) della fase ricevente, che è stato analizzato all’UV per
la concentrazione di Fe3+ dopo centrifugazione a 14000 rpm per 10 min. Se
non diversamente indicato, i mezzi di eluizione erano fluidi gastrointestinali
simulati, costituiti dalle seguenti soluzioni:
• Fluido gastrico simulato (FGS), costituito da HCl 0.04M, pH=1.2,
reso isotonico con NaCl (40 g di HCl 1 N e 1 g di NaCl per 500ml)
• Fluido digiunale simulato (FDS), costituito da tampone fosfato (TF)
pH=6.8 0.13M, reso isotonico con NaCl
(5.69 g Na2HPO4 · 2H2O, 4.56 g NaH2PO4 · H2O e 0.5 g NaCl per
500ml).
Tali soluzioni sono state usate in sequenza per due ore ciascuna.
2.2.3 Metodo di determinazione spettrofotometrica UV
di Fe3+
Il metodo di determinazione UV della concentrazione di Fe3+ in soluzioni
acquose si basa sulla formazione di un complesso colorato tra Fe3+ e tolidina
mediato dalla formazione del nucleofilo che si forma tra il Fe3+ e il catecolo
ossidato secondo il seguente schema di reazione (Shyla et al. "Spectrochi-
mica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy", 2012) (Fig.
2.2).
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Figura 2.2: Schema di reazione
Gli standard a concentrazione nota di Fe3+ sono stati preparati scioglien-
do in acqua, acidulata con HCl, NH4Fe(SO4)2 · H2O in modo da ottenere
una concentrazione di Fe3+ di 20 µg/ml.
E’ stato inoltre necessario preparare una soluzione acquosa di catecolo
(0.005M), una di o-tolidina (100µg/ml) e una di 1,10-fenantrolina (0.25%).
In matracci da 25ml sono stati posti 0.2, 0.4, 0.8, 1, 1.5 oppure 2ml della
soluzione di Fe3+. A ciascun matraccio sono stati aggiunti 2ml della solu-
zione di catecolo, 0.5ml di HCl 0.1M e 2ml della soluzione di o-tolidina.
Dopo aver atteso 10 minuti, a ciascun matraccio è stato aggiunto 1ml di
1,10-fenantrolina per poi portare a volume con acqua. Gli standard così
preparati sono stati letti all’UV alla lunghezza d’onda di 510 nm.
Riportando in grafico le assorbanze lette in funzione della concentrazione
delle diverse soluzioni standard si è ottenuta una retta il cui r2 era 0.9993.
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Modifica del metodo per la determinazione del Fe3+
Al fine di migliorare i risultati ottenuti applicando fedelmente il metodo
proposto da Shyla et al., è stata costruita una nuova retta di taratura ap-
portando una modifica al metodo. Infatti gli standard sono stati ottenuti
ponendo 0.2, 0.4, 0.5, 0.75, 1 e 1.5ml della soluzione madre in matracci da
10ml. Si è poi proceduto come in precedenza descritto.
Dal grafico ricavato riportando le assorbanze lette all’UV in funzione
delle concentrazioni dei vari standard si è ottenuta una retta con r2 pari a
0.9998.
2.2.4 Metodo di determinazione spettrofotometrica UV
del Fe2+
Per la determinazione quantitativa del Fe2+ è stato usato il metodo FRAP,
acronimo di “Ferric Ion Reducing Antioxidant Power”, messo a punto da
Benzie et al (1996). Il saggio si basa sulla capacità di composti riducenti
di ridurre il complesso Fe3+-TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) a Fe2+-
TPTZ a ph=3.6. Il complesso ridotto è colorato (Fig. 2.3).
Figura 2.3: Schema di reazione
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Per costruire la retta di taratura è stata preparata una soluzione madre
di concentrazione 1mg/ml, sciogliendo in acqua Fe(NH4)2(SO4)2 · H2O. So-
no stati ottenuti 6 standard a concentrazione nota, rispettivamente 0.3mg/ml,
0.25mg/ml, 0.125mg/ml, 0.1mg/ml, 0.05mg/ml, 0.025mg/ml. Il reattivo
è stato preparato ponendo in una beuta, al momento del bisogno, 25ml di
tampone acetato, 2.5ml di una soluzione di TPTZ (0.3%) e 2.5ml di una
soluzione di tricloruro ferrico esaidrato (0.02M). In eppendorf sono stati
posti 50 µl dello standard prescelto e 900µl del reattivo. Dopo esattamente
4 min è stata letta l’assorbanza a 594 nm.
Facendo un grafico delle assorbanze lette per i vari standard in funzione
delle relative concentrazioni si è ottenuta una retta con r2 pari a 0.9997.
2.2.5 Studio di permeazione di Fe3+ attraverso l’inte-
stino isolato di ratto
Per gli studi di permeazione, è stata isolata la mucosa intestinale da ratti
maschi Wistar che pesavano 250-300 g. Dopo aver sacrificato il ratto, sono
stati immediatamente rimossi i primi 20 cm del digiuno. L’intestino isolato
è stato tagliato in strisce di 1.5 cm, è stato gentilmente rimosso il contenuto
del lume e montato in una cella tipo Ussing (0.78 cm2 superficie esposta)
senza rimuovere lo strato muscolare sottostante. Al lato apicale (mezzo
donatore) è stato aggiunto 1ml di tampone fosfato pH=6.8 0.13M, reso
isotonico per aggiunta di sodio cloruro (PBS 6.8) e 3ml di una soluzione
tampone pH=7.4 0.13M , isotonico (PB 7.4) sono stati posti a contatto
con il lato basolaterale (mezzo accettore). Per assicurare ossigenazione e
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agitazione è stata fatta gorgogliare in ciascun compartimento una miscela di
95% O2 e 5% CO2. Le camere di Ussing sono state posizionate in un bagno
ad acqua a 37°C. Dopo 20 minuti di equilibrazione, il mezzo in ciascun
compartimento donatore è stato sostituito con 1ml della sospensione della
formulazione da testare. Questa era stata precedentemente trattata per
simulare il suo transito nello stomaco, come descritto nel primo paragrafo
di questa sezione. Come controllo sono stati condotti esperimenti analoghi
a quello descritto mantenendo nel compartimento donatore PBS pH=6.8.
A intervalli di 30 min per un totale di 240 min, sono stati prelevati 950µl
di campione dal compartimento accettore. Su questo volume è stata deter-
minata la quantità di Fe3+ permeata, secondo il metodo analitico descritto
nel paragrafo precedente. Parallelamente sono stati prelevati 50 µl dalla fase
ricevente per la determinazione del Fe2+ applicando il metodo descritto in
precedenza. La quantità totale di 1ml prelevata dalla fase ricevente è stata
sostituita con lo stesso volume di tampone fresco.
2.3 Risultati e discussione
2.3.1 Determinazione in vitro dell’uptake di ferro da
parte di monostrati di cellule Caco-2
Dall’analisi dei risultati (Fig. 4.1) emerge che i prodotti 1, 2, 8 e 14 e il
prodotto 7 sono caratterizzati da un output di ferritina rispettivamente 1.5
e 2 volte maggiori rispetto al bianco. Queste differenze non hanno raggiunto
il livello di significatività nel test statistico effettuato. L’esposizione delle
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cellule al prodotto 10 produce una quantità di ferritina circa 4.5 volte mag-
giore del bianco non trattato e tale differenza è statisticamente significativa
(p<0.001). Gli altri prodotti non mostrano differenze significative rispetto
al bianco.
Ciò indica che l’assorbimento di ferro da parte delle cellule potrebbe
dipendere dalle dimensioni delle particelle del sale ferrico e che la microniz-
zazione con conseguente aumento della superficie specifica delle particelle
comporta una maggiore velocità di dissoluzione dei sali di ferro. Gli ecci-
pienti contenuti nella formulazione 10 sono altresì fondamentali per ottenere
una maggiore biodisponibilità del ferro, infatti oltre ad evitare l’aggregazio-
ne delle particelle micronizzate potrebbero essere responsabili anche dell’au-
mento della velocità di assorbimento e ciò potrebbe spiegare il fatto che le
formulazioni 2 e 3, costituite dalle sole particelle di sali di ferro micronizzate,
non siano altrettanto efficaci nel promuovere l’assorbimento.
I risultati ottenuti partendo da una quantità di Fe3+ di 110µg potrebbe-
ro dipendere dal fatto che la quantità di Fe3+ è troppo bassa per riscontrare
differenze significative tra le formulazioni, per questo abbiamo suggerito di
ripetere gli esperimenti partendo da una quantità di Fe3+ di 200µg. Co-
me si vede in figura (Fig. 4.2) l’esperimento è stato ripetuto solo con le
formulazioni 8, 10, 13, 14.
Dall’analisi dei risultati emerge che i prodotti 10, 14 e 13 sono carat-
terizzati da un output di ferritina circa 8, 4 e 2 volte maggiori rispetto al
bianco. I prodotti 10 e 14 hanno raggiunto il livello di significatività stati-
stica (p<0.001). Il prodotto 8 non mostra differenze significative rispetto al
bianco.
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2.3.2 Studio del rilascio di Fe3+ dalle formulazioni
La Fig. 4.3 mostra il profilo di rilascio di Fe3+ dalle formulazioni allo studio
in ambiente gastrico simulato per 2 ore. I risultati ottenuti con la formu-
lazione 14 non sono stati riportati in grafico in quanto abbiamo riscontrato
il rilascio completo della dose di Fe3+ dopo mezz’ora di eluizione con flui-
do gastrico simulato. Nel grafico non sono neanche stati riportati i dati di
rilascio in fluido digiunale simulato perché in nessun caso si è riscontrato
il rilascio di Fe3+ in questo mezzo di eluizione. Infatti preme qui ricordare
che in ambiente a pH superiori a 3, il ferro ferrico tende a trasformarsi in
Fe(OH)3 che è praticamente insolubile. Pertanto il mancato rilascio di Fe3+
a questo livello è da imputare a questo fenomeno più che all’effetto della
formulazione. Ciò lo abbiamo dimostrato con la formulazione 14 che aveva
dato un rilascio immediato di Fe3+ in fluido gastrico simulato che se messa
prima in contatto con fluido digiunale simulato anziché con fluido gastrico
simulato dava un rilascio nullo.
I dati riportati in figura mostrano che le formulazioni sono in grado di
controllare il rilascio di Fe3+ nello stomaco e che in tutti i casi la percen-
tuale di dose rilasciata dopo 2 ore di eluizione era inferiore al 10%. Questi
risultati potrebbero essere considerati positivi in caso la formulazione fosse
in grado di promuovere l’assorbimento di Fe3+ incapsulato in essa e fosse
verificata l’ipotesi fatta nell’introduzione ovvero che per aumentare la bio-
disponibilità del Fe3+ la forma farmaceutica dovrebbe essere in grado di
trasportare Fe3+ attraverso l’epitelio intestinale senza rilasciarlo fino a che
il carrier non raggiunga il sangue, cioè il sito d’azione.
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2.3.3 Studio di permeazione di Fe3+ attraverso l’inte-
stino isolato di ratto
Gli studi su intestino isolato di ratto permettono di valutare la permeabilità
dell’epitelio intestinale al Fe2+ e al Fe3+. E’ noto che la prima barriera che
il ferro incontra è la membrana apicale dell’enterocita duodenale, che è una
cellula assorbente specializzata dell’epitelio intestinale e che è coinvolta nel
trasporto del ferro. Il ferro viene inizialmente solubilizzato per riduzione
a Fe2+, (infatti il Fe3+ al pH neutro dell’intestino è insolubile) che viene
trasportato all’interno della cellula da un processo di trasporto mediato da
un carrier. Successivamente il ferro viene trasferito verso la parte basolate-
rale dell’enterocita ed infine può rimanere qui immagazzinato e legato alla
ferritina, oppure può attraversare la membrana e raggiungere la circolazione
sistemica dove, dopo ossidazione a Fe3+, si lega alla transferrina.
Con i nostri esperimenti è stato possibile monitorare la permeabilità del-
lo ione Fe2+ cioè della porzione di sali di ferro liberi, rilasciati dal sistema
durante la simulazione del transito della formulazione nello stomaco, con-
testualmente alla permeabilità di Fe3+ cioè della porzione di sali rimasti
incapsulati nel carrier. Il campione 14 è stato escluso da questi esperimenti
in quanto ha mostrato di non essere stabile in ambiente gastrico e di rila-
sciare tutto il Fe3+ nel transito attraverso lo stomaco. Dai dati riportati
in Fig. 4.4, relativi alla velocità di permeazione di Fe2+ attraverso l’in-
testino isolato di ratto, si osserva che tutte le formulazioni testate hanno
la stessa permeabilità, infatti non si osservano differenze significative della
pendenza delle rette riportate in grafico. Ciò si può spiegare ammettendo
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che il trasportatore di Fe2+ nelle condizioni sperimentali è al massimo della
sua capacità di trasporto, che si ottiene quando tutti i siti di binding della
proteina trasportatrice sono saturi.
Nella Fig. 4.5 sono riportati i dati di permeazione di Fe3+ attraverso
l’intestino isolato di ratto. Dal momento che Fe3+ al pH neutro dell’intestino
forma Fe(OH)3 insolubile, gli ioni di questo tipo che troviamo nella fase
ricevente aldilà della membrana non possono che essere stati trasportati tal
quali incapsulati in nanosistemi capaci di essere internalizzati dalla cellule
dell’epitelio intestinale.
Dalla Fig. 4.5 e dalla Tabella 1, in cui sono riportati i fattori di promo-
zione della permeazione, osserviamo che in effetti la permeabilità del Fe3+
viene promossa efficacemente, nell’ordine, dalle formulazioni 10, 8 e 13. Ta-
li dati dimostrano che ai fini della permeazione di Fe3+ è importante un
corretto bilanciamento nella formulazione di lecitina e sucrestere. Infatti la
formulazione 8 è caratterizzata da una lecitina caratterizzata da un basso
contenuto di fosfolipidi, mentre la formulazione 13 conteneva un eccesso di
sucrestere a spese della lecitina. Probabilmente il bilanciamento tra lecitina
e sucrestere è fondamentale perché si formino strutture vescicolari di dimen-
sioni inferiori ai 500 nm che hanno la capacità di essere internalizzate dalle
cellule per endocitosi e di trasportare Fe3+ incapsulato in esse direttamente
nel sangue.
Capitolo 3
Conclusioni
I risultati ottenuti con gli esperimenti sulle cellule Caco-2 sono stati utili per
avere delle indicazioni su quale fra le formulazioni possa dare un maggiore
contributo alla promozione dell’uptake di Fe3+ da parte delle cellule inte-
stinali, tuttavia tali esperimenti non possono predire il comportamento in
vivo delle formulazioni; infatti, affinché il Fe3+ possa esplicare la sua azione
deve raggiungere il sito di azione ovvero il sangue e quindi attraversare le
cellule dell’epitelio intestinale.
Dagli studi di rilascio risulta che le formulazioni 8, 10, 13 sono in grado
di rallentare il rilascio di Fe3+ nel fluido gastrico simulato e che in fluido
intestinale simulato non si osserva nessun rilascio di Fe3+ probabilmente a
causa della insolubilità di Fe(OH)3 che si forma spontaneamente in ambienti
neutri e alcalini. Ciò è da considerarsi positivo se si assume che la forma
farmaceutica debba essere in grado di trasportare Fe3+ attraverso l’epitelio
intestinale senza rilasciarlo fino a che il carrier non raggiunga il sangue, cioè
il sito di azione.
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Gli esperimenti sulla permeazione di Fe3+ attraverso l’intestino isolato
del ratto sono maggiormente predittivi della performance in vivo delle for-
mulazioni. I dati descritti in questa tesi hanno mostrato che le formulazioni
Sucrosomiali® di ferro con un giusto bilanciamento tra sucrestere e lecitina
hanno la capacità di promuovere l’assorbimento di Fe3+ attraverso l’epitelio
intestinale anche senza la mediazione del trasportatore DMT1.
Capitolo 4
Grafici e tabelle
Figura 4.1: Rappresentazione dell’output di ferritina calcolata per tutte le
formulazioni testate
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Figura 4.2: Rappresentazione dell’output di ferritina per alcune
formulazioni
CAPITOLO 4. GRAFICI E TABELLE 37
Figura 4.3: Rilascio del Fe3+ dalle formulazioni studiate
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Figura 4.4: Quantità di Fe2+ che attraversa l’epitelio intestinale nel tempo
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Figura 4.5: Quantità di Fe3+ che attraversa l’epitelio intestinale nel tempo
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Formulazione Enhancement Ratio (ER) % permeato
Campione 8 1.49 0.35 ± 0.03
Campione 10 2.01 0.42 ± 0.02
Campione 13 1.31 0.25 ± 0.02
Tabella 1: Fattori di promozione, enhancement ratio, della permeabilità di
Fe3+
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